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现代 分 子 遗 传 学 、 址 传 工程 领域 中 ， 探 讨 真 核 细胞 遗传 基因 的 选择 性 激活 和 抑制 的 
调控 分 子 机 制 ， 将 有 助 于 阐明 细胞 分 化 和 细胞 况 变 的 本 质 。 

_ 般 认为 组 蛋白 与 细胞 周期 中 染色 体 所 表现 的 各 种 形态 结构 、 维系 DNA BRB 
化 折 释 有 关 ， 并 在 染色 质 DNA 模板 活力 的 抑制 方面 ， 起 关键 作用 ， 是 基因 表达 调控 中 
的 非特 异性 抑制 者 。 核 融 则 是 公认 的 造 传 信息 大 分 子 。 

研究 组 一 白 和 核酸 及 其 相互 作用 课题 ， 迄 今 为 止 ， 核 磁 共 振 是 有 效 的 新 技术 之 一 。 

作者 早先 报道 过 聚 核 苷 酸 的 核磁 共振 研究 ， 近 来 ， 又 介绍 了 核糖 核酸 的 研究 结果 以 
及 核 菩 共振 技术 在 分 子 生物 学 、 分 子 和 遗传 学 中 应 用 研究 的 进展 。 

本 文 则 报道 了 应 用 核磁 共振 技术 研究 脱氧 核糖 核酸 和 组 蛋白 :里 、*P NMR 的 新 


结果 。 
材料 和 方法 


组 蛋白 是 按 Johns 改良 方法 从 小 牛 胸腺 、 昆 明 小 女 肝 、 脾 中 提取 人 制备， DNA 是 按 
Kay 改 良 方法 从 小 牛 胸 腺 中 提取 制备 3 RTBU ARBRE RAR RHF ino 

组 蛋白 和 核酸 的 IHNMR SBR ZWH— 360k A RMN—2503k oh GS 7% BE FE 
振 波谱 和 90 兆 赫 了 脉冲 付 里 叶 变换 核磁 共振 仪 记录 高 分 辨 :HH 谱 。:HNMR 实验 时 ， 组 蛋 晶 
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和 DNA 样品 是 在 室温 下 ， 分 别 置 入 5 mm 核磁 共振 样品 管内 ， 滴 入 纯度 为 99.8%% 的 中 
性 D,O， 使 其 充分 溶解 ， 浓 度 10mg/ml。 

“PNMR 实验 是 采用 100 兆 赫 脉 冲 付 里 上 时 变换 核磁 共振 仪 记录 s 了 谱 。 DNA 样品 是 
入 I0mm 核 磁 共 振 样 品 管内 ， 在 室温 下 以 中 性 重 燕 愧 水 作 洲 剂 ， 浓 度 10mgyml。 

组 蛋 岂 与 核酸 相互 作用 的 比例 是 1:1， 先 在 室温 下 进行 ， 并 辅 以 热处理 。 

"也 谱 用 四 甲 基 硅烷 (TMS) 作 参 比 物 ! sP 谱 用 85% 焦 磷酸 作 参 比 物 ， 并 用 毛细 管 
封装 的 DO 作 气 锁 。 化 学 位 移 单位 是 ppm 。 


结果 和 讨论 
本 研究 主要 从 三 方面 进行 ， 其 结果 分 述 如 下 : 


组 强 白 的 :日 核 磋 共 振 实 验 


在 我 们 的 实验 条 件 下 ， 中 性 D,0 内 组 蛋白 的 高 分 辨 ! 昌 谱 ， 明 显 可 Be HOD 峰 以 
上 的 所 谓 高 场 区 约 有 14 组 质子 蜂 ! HOD ig 以 下 的 所 谓 低 场 区 显示 出 4 组 质子 峰 ; 高 场 
区 的 谱 嫌 主要 是 脂肪 族 氨 基 酸 残 基 侧 链 和 肘 链 上 的 质子 贡献 而 成 : 低 场 区 主要 是 芳香 族 
氨基 酸 残 基 的 质子 所 组 成 。 

图 1 是 用 360 兆 赫 超 导 核 磁 共 振 仪 一 次 扫描 记录 所 得 到 昆明 小 白鼠 肝 组 蛋白 高 分 辨 
!HH 谱 。 展 现 了 组 蛋白 各 氨基 酸 质 子 峰 的 波形 和 排 布 概况 。 我 们 实测 的 小 牛 胸腺 组 蛋白 、 
小 里 刀 肝 和 脾 组 蛋白 的 化 学 位 移 参 数 详 见 表 1 。 


Table 1 ‘H NMR Chemical Shifts of Histones 


Bi roton peaks VAL 
P pe LEU The ALA Lys Lys Arg Arg Lys 
chemical shifts ILE -CH; -CHs -~-YCH -8CH: -fCH: Y-CHs B-CH; 
(ppm) E -CH3 
~ 
calf thyams histone 0.73 1.03 1.23 1.30 1.60 1.53 1,63 1.67 
reference 5 ) 0.938 1.23 1.43 1.50 1.70 1.73 1.83 1.87 
Mouse liver histone 0.73 1.93 1.23 1.30 1.50 1.53 1.63 1.67 
Mouse spleen histcne 0.73 1.03 1.28 1,30 1.50 1,53 1.63 1.67 
— ` 
proton peaks GLu Pro GLy Melys Lys Arg Pro Ser 
chemical shifts B-CH; -ByCH: -yCHz ~eCH; -2CH; -8CH:2 -&CH, -CH3 
(ppm) otk 
calf thyams histone 1.89 1.90 2.25 2.73 2.86 8.06 3.47 3.70 
reference( 6) 2.09 2.19 2.45 2.93 3.06 3.26 3.87 3.90 
Mouse liver histone 1.89 1.90 2.25 2.73 2.86 3.06 3.47 3.70 
Mouse spleen histone 1.89 1.90 2.25 2.73 2.86 3,06 3.47 3.70 


A 
proten peaks Gly zA Ht LEu-CHs 


chemical shifts -CH2 -aCH Tyr Tyr Phe His Arg-bCHs 强度 
{ppm) us Thr-CHi ax 
calf thyams histone 3.79 4.16 6.61 6.94 7.12 8.46 2.0 6.5 
reference ( 5 ) 3.99 4.36 6.81 T.14 7.32 8.€6 2.0 6.5 
Mouse liver histane B.79 4.18 6.61 6.94 7.12 8.46 2.0 6,5 


Mouse spleen histone 35.79 4.16 6.61 6.94 7.12 8.46 2.9 6.8 
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Fig. 1 360MH 4H NMR spectrum cf mouse liver histone 


分 析 计 算 本 实验 所 实测 的 化 学 位 移 较 Boublik HIRI) 0,20ppm ， 可 能 与 我 们 所 
用 的 参 比 物 是 外 标 TMS 有 关 。 


核酸 的 ! 各 和”! 了 核磁 共 拒 研究 


有 关 DNA 的 !H 核 磁 共 振 研 究 ， 早先 我 们 在 一 文中 曾 分 析 了 它 的 低 场 区 各 碱 基质 子 
峰 的 排 布 和 化 学 位 移 情 况 ， 本 研究 进一步 分 析 DNA 的 商场 区 质子 峰 的 概况 。 

图 2 所 示 ， 是 中 性 D:O 峙 核酸 的 250 兆 替 超 导 核 矿 共 据 仪 一 次 扫描 所 得 到 的 高 分 办 
1H 谱 。 图 2A 是 室温 下 ， 中 性 DO 内 尚未 显示 其 高 分 辨 谱 ， 图 2B 是 加 热 至 95*C 后 ， 小 牛 
胸腺 DNA 的 高 分 辨 核磁 共振 波谱 图 。 经 分 析 , 其 高 场 区 1,24 一 1.70ppm 处 裂 分 出 现 两 个 
尖 虽 的 甲 基 峰 是 来 源 于 胸腺 喀 喧 核 苷 酸 碱 基 上 的 甲 基质 子 贡 献 而 R, Mcdonald 认为 ， 
此 T 一 CH 峰 的 敢 分 系 存在 两 个 的 屏 项 环境 所 致 。1,82 一 2.54ppm 处 宽 峰 是 由 脱氧 核糖 
H-7 上 的 质子 贡献 而 成 在 HOD 峰 的 紧 上 侧 高 答 的 大 峰 是 由 H-4'、5’ 的 质子 贡献 而 
成 。 在 我 们 的 实验 中 ， 这 些 特 征 峰 的 显现 ， 暗示 了 双 链 DNA AAEM HA 
裂 而 有 单 链 形成 ， 其 间 质 子 得 以 贡献 的 标志 。 

图 2C 和 D 则 分 别 是 聚 核 昔 本 和 和 U 的 屋 场 区 高 分 辨 ! 王 谱 。 这 两 种 单 链 素 被 眶 酸 在 
室温 下 ， 中 性 D0 内 曾 显 示 了 良好 的 高 分 辨 谱 。 聚 A 的 A, H- 8 和 H- 2 质子 峰 出 现在 
7,48 一 7.60ppm 场 区 ! WUU, H-6 MieF7.68—7.70ppmsb, WU, H-5, H-1’ 
质子 峰 则 出 现在 5,74ppm 场 区 。 

在 我 们 实验 中 高 育 小 后 胸腺 DNA 的 3P 谱 峰 出 现在 1,2ppm 附近 (85% 4 BRI IE 
参 比 ) ， 如 图 3 所 示 ， 小 牛 胸腺 DNA 的 4P 谱 另 一 特征 是 它 的 半 高 宽度 可 达 50Hz 左 右 。 
Hanlon 认为 ， 当 分 子 量 减 小 到 14,000 或 高 分 子 量 的 DNA 经 热 变性 后 ， 它 的 2P 谱 疾 半 
高 宽度 迅速 变 窗 。Yamada 在 鱼 精 DNA HYP NMR 实 验 中 ， 发 现 当 DNA 溶液 的 PH 值 由 
3.4 改 变 至 11.2 时 ， 嗓 吟 碱 和 喀 崇 碱 是 去 质子 化 的 ， 它 们 互补 的 碱 基 对 之 间 扳 键 断 a, 
所 测 的 :IP 谱 峰 形 状 也 由 不 均 称 的 宽 峰 转变 成 在 较 高 场 区 (1.15ppm) ARK RE 

(1.0ppm》 两 个 stP 谱 峰 。 认 为 前 者 起 因 于 双 链 DNA ， 后 者 则 是 单 链 DNA 所 贡献 的 。 
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在 2011z 左 加 有 《参见 图 3B 和 C) 。 
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Fig. 2 High resolution NMR spectrum of Nucleic acids 
A—1IH NMR spectrum of DNA at room temperature. 


C—!H NMR spectrum of poly A. 
B 一 !H NMR spectrum of DNA at 950. 


D—!H NMR spectrum of poly U. 


图 3 MRA PH mE KA 
J A—+ 48M DNA ; 
BoM ON B—RBRERA: 
4 res C—RRERU, 
Fig, 3 11P NMR spectrum of nucleic acid a 
' i W A—31P NMR spectrum of calf thymus DNA. i 
CM al \ W Hy "i B 一 31P NMR spectrum of poly A. 
Ee ee C—3!P NMR spectrum of poly U. 
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高 宽度 和 化 学 位 移 值 的 分 析 ， 有 助 于 淹 断 核酸 类 大 分 子 的 单 双 链 存在 的 状态 ， 提 供 某 些 
结构 或 构 型 的 有 用 信息 。 


ARH SRA HRM 


组 蛋白 与 DNA 皆 是 真 楼 细胞 染色 体 中 的 主要 生物 分 子 ， 含 量 缘 相当 多 ， 两 者 比例 
HALL 


1% SRE, A eH P eee al 
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在 上 述 实验 的 基础 上 ， 进 一 步 进行 组 蛋白 与 DNA 相互 作用 的 实验 。 图 4 是 42°C 热 
处 理 后 的 中 性 DO 内 DNA 的 脉冲 村 里 时 变换 核磁 共振 仪 的 高 场 区 波谱 记录 。 此 时 ， 尚 
观察 不 到 良好 的 高 分 辨 谱 。 图 48 是 加 热 100°C 15° 后 DNA 高 场 区 :H 谱 ， 可 见 到 位 于 1.24 
一 1.70ppm 处 极为 显著 的 T-CH, 峰 ， 启 示 着 DNA 双 螺 旋 链 已 因 热 变性 而 解 开 。 图 4 是 
将 加 热 100sC15' 后 的 DNA 样 品 与 等 量 的 组 蛋白 相互 作用 , 高 场 区 的 T-CHs 质 子 峰 消 失 。 
描记 所 得 又 仅 为 一 水 平 基线 。 





图 4 agg DNA 相互 作用 的 高 分 状 :H 谱 
Ka e rte yoda RIN y A—420RIDNAs 
i I B—im#100'C MIDNA, 
i C—DNA+ HEA 
ee l fl - Fig. 4 High resolution 1H NMR spectrum of DNA 
\ A S es, ， and their interaction with histone 
bn Swe “Sa, A—1H NMR spectrum of DNA at 420 
B—!H NMR spectrum of DNA at 106 
A 位 一 1H NMR spectrum of DNA and their 
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interaction with histone at 100 © 


R5A— 1 和 5A 一 2 HFREREEMU RE SHERMER eR HB, 
显示 出 聚 U 低 场 区 的 U，H 一 6 和 U，H 一 5、 日 一 1' 等 质子 峰 在 加 进 等 量 组 蛋 昌 相互 
作用 后 ， 它 们 的 谱 峰 强度 皆 显 著 降 婚 。 

图 5B 一 1 和 图 5B 一 2 是 豪 核 茸 酸 A 及 其 与 组 蛋 包 相互 作用 的 核磁 共振 !H 庶 图 ， 最 
示 出 聚 么 低 场 区 的 &、H 一 8、H 一 2 和 H 一 5、H 一 蕊 等 质子 峰 在 加 进 等 量 组 蛋白 相 
互 作用 后 ， 它 们 的 谱 峰 强度 也 明显 降低 。 

图 5C 则 是 含有 组 蛋 岂 和 的 聚 U 与 含有 组 蛋白 的 率 A 等 量 混合 后 的 波谱 记录 ， 显 示 出 两 
者 碱 基 配 对 已 迅速 进行 着。 反映 在 聚 U : 紊 妇 的 你 场 区 诸 质子 峰 的 强度 进一步 低 弱 得 几 
PHEW RU. 

PSD ERE AIS 后 的 波谱 记录 ， 它 与 图 5C 比 较 ， 变 化 不 显 。 

我 们 的 波谱 资料 表明 ， 双 链 DNA 因 热 变性 ， 高 场 出 现 了 显著 的 TI-CHs: 等 质子 蜂 ， 
反映 了 单 链 DNA 的 形成 。 组 蛋白 与 热 变性 的 DNA 相互 作用 后 ， 高 场 区 的 T-CH, %7 
子 峰 消失 ， 记 录 所 得 又 只 见 一 水 平 基 线 ， 反映 出 因 热 变性 而 由 双 链 解 聚 成 单 链 DNA, 
由 于 加 进 药 组 蛋白 相互 作用 ， 易 于 重新 合成 双 螺 旋 结 构 的 DNA 。 

当 组 蛋白 分 别 与 单 链 的 聚 U， 聚 A 相 互 作用 后 ， 它 们 的 低 场 区 U， 了 一 5，U， 世 
一 5、H 一 1' 以 及 A，H 一 8、H 一 2， 晶 一 5、H 一 1’ 等 请 质 于 峰 强 度 皆 降低 约 一 倍 
多 。 了 暗示 了 聚 可 和 聚 A 与 组 蛋白 肽 链 上 发 生 了 有 选择 性 的 相互 作用 。 在 碱 性 多 肽 与 认 核 
疹 酸 组 合 研 究 中 ， 一 般 认 为 聚 U 与 组 组 白 肽 链 上 富 精 氮 酸 部 位 有 较 大 的 亲 合 性 ， 而 泰 A 
则 与 富 赖 氨 酸 的 部 位 有 较 大 的 亲 合 性 。 

当 将 含有 组 蛋白 的 继 U 和 聚 A 进 行 碱 基 配 对 ， 上 述 碱 基 诸 质子 峰 的 强 帮 又 进一步 降 
发 得 只 能 隐约 可 认 。 在 一 般 情 况 下 ， 聚 U : RASMRERA TRAM 不 到 100°C 便 
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Fig. 5 High resolution 'H NMR spectrum of poly U and poly A and their interaction with histone 


Ai—'H NMR spectrum of poly U. 

As—!H NMR spectrum of poly U and their interaction with histone. 
Bi 一 ItH NMR spectrum of poly A. 

Bs—iH NMR spectrum of poly A and their interaction with histone. 
C—iH NMR spectrum of sample Az and Bz at room temperature. 
D—!H NMR spectrum of sample Az and Bz at 100. 
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H 一 1 以 及 A，H 一 8、H 一 2，H 一 5、H 一 1' 等 质子 峰 的 再 现 。 我 们 发 现 加 进 组 蛋 
白 后 再 加 热 100°C 15 后 聚 核 苷 酸 的 上 述 质 子 蜂 强度 仍 基本 保持 原状 。 局 示 了 因 其 与 组 和 蛋 
AHEERR, BU: A 的 双 螺 旋 结 构 仍 较 稳固 。 这 些 结果 支持 了 Smart 等 (1971) 认 
为 组 蛋白 能 使 核酸 的 熔点 升 高 并 能 增强 DNA 的 双 螺 旋 构 型 稳定 性 的 观点 。 

我 们 根据 对 质子 蜂 的 弱化 程度 分 析 表 明 ， 等 量 的 组 蛋白 与 核酸 相互 作用 的 亲 合 性 ， 
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是 双 链 DNA 比 单 链 DNA 为 大 。 组 蛋白 对 RNA RNR MRA WRAL N H ie 


单 链 为 大 。 
实验 表明 ， 深 入 地 研究 组 蛋白 与 核酸 及 其 相互 作用 的 核磁 共振 波谱 学 ， 能 为 探讨 遗 
传 物质 和 调控 物质 的 结构 与 功能 提供 新 的 重要 参数 ， 为 分 子 让 传 学 、 遗 待 工程 积累 一 些 


其 它 技术 所 不 能 提供 的 新 资料 。 
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HIGH RESOLUTION 1H, =P NMR STUDIES OF 
HISTONES AND NUCLEIC ACIDS 


Yuan Chuanzhao Wu Ju Zeng Wei Qiang 


¿İnstitute of Genetics, Academia Sinica, Beijing) 


High resolution tH, SP NMR spectra of Histones, DNA, Poly A and poly U 
in D,O or H,O Solutions were measured. 

The proton peaks of the Nucleic Acids became weak or these peaks completely 
disappeared, when Histones was added in The solution of DNA , poly A and 
poly U, 

Key words Histone Nucleic acid High resolution 





